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Ribozvme zur Restenose-Prave ntion 

Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit der Therapie von 
Arteriosklerose, insbesondere mit der Prevention der Resteno- 
sierung von BlutgefaBen nach mit Angioplastie-Techniken behan- 
delten Stenosen. 

Die koronare Herzkrankheit und andere Arteriosklerose-Erkran- 
kungen stellen die fuhrende Ursache fiir Morbiditat und Mortali- 
tat in den westlichen Industrielandern dar. Durchschnittlich 
jeder zweite Patient leidet an einer Herz-Kreislauf-Erkrankung 
infolge arteriosklerotischer Gef aflveranderungen. 
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Neben der operativen, meist Bypass-chirurgischen Behandlung 
haben in den letzten Jahren Angioplastie-Techniken stark an Be- 
deutung gewonnen, bei denen z.B. mittels Ballondilatation 
(PTCA) die Verengung bzw. der VerschluB des GefSBes, also die 
Stenose, auf mechanische Weise beseitigt wird. Um einem erneu- 
ten VerschluB des GefSBes entgegenzuwirken, werden im Zusammen- 
hang mit dieser Behandlung haufig sogenannte Stents in die Ge- 
faB implantiert, um deren Lumen of f enzuhalten, also eine Reste- 
nose zu verhindern. 

Trotz neuester KathetertechniJcen und Implantationen von Stents 
sowie pharmakologischer Intervention werden die oben erwahnten 
Therapiemaflnahmen jedoch wesentlich durch die Restenose limi- 
tiert, deren Inzidenz 30 - 50 % betragt. Als Hauptursache fur 
diese Restenosierung ist eine abnorme, transiente Wachstums- 
stimulation der vaskularen glatten Muskelzellen anzusehen. Das 
daraus resultierende unkontrollierte Wachstum der vaskularen 
glatten Muskelzellen und deren Wanderung in den intimalen Raum 
sowie venninderte Absterbevorgange fiihren dann durch den sich 
ergebenden intimalen Zellreichtum zur Stenose. Dieser intimale 
Zellreichtum an glatten Muskelzellen ist inzwischen akzeptier- 
ter Schliisselbefund an humanen Restenosegeweben. 

Fur den individuellen Patienten ergibt sich im Falle der Reste- 
nosierung die Notwendigkeit eines erneuten, traumatisierenden, 
moglicherweise operativen Eingriffs mit ublichen Komplikations- 
risiken. Allein schon hieraus ergibt sich die Notwendigkeit 
neuer wirksamerer TherapieansStze zur Prevention der Restenose. 
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Vor dem Hintergrund einer weltweiten Angioplastief requenz von 
ca. einer Million Eingrif f en/ Jahr zeigt sich ferner die Dimen- 
sion einer Reduzierung kosten- und personalintensiver Akut- und 
Folgemaflnahmen durch derartige neue Therapieansatze. Geht man 
vom Modellcharakter der Restenose fiir die akzelerierte Arte- 
riosklerose aus, so konnen durch diese neuen Therapieansatze 
auch Bypass- /Shunt-Arteriosklerose , Transplantat-Arteriopathie 
sowie klinisch besonders friih bzw. progredient verlaufende Ar- 
teriosklerosef ormen im Sinne einer primaren Pravention ver- 
gleichbar effektiv behandelt werden. Uber die intraluminale Be- 
handlung umschriebener Zielstenosen hinaus bieten perkutane, 
nicht-operative Kathetertechniken auch die Option einer selek- 
tiven Gabe protektiver Substanzen in das Inf arktgef aJ3 mit dem 
Ziel einer Verkleinerung des Inf arktareals bzw* einer Verhinde- 
rung der Aneurysmabildung. 

Die vorliegende Erfindung schlagt in diesem Zusammenhang die 
Pravention der Restenose durch Prolif erationshemmung der vasku- 
laren glatten Muskelzellen vor, wobei therapeutische Gene ver- 
wendet werden, die den Zellzyklus-Arrest induzieren und direkt 
nach Ballondilatation appliziert werden konnen. 

Dieser therapeutische Ansatz geht von der Erkenntnis aus, da!3 
die massive lokale Erhohung verschiedener Wachsttimsf aktoren 
nach Ballondilatation mit daraus resultierender Synthese von 
Gl-Phase-Cyclinen den Wiedereintritt der glatten Muskelzellen 
in den Zellzyklus und damit deren unkontrollierte Proliferation 
zur Folge hat. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben in diesem Zusam- 
menhang auf einem KongreB vom 23. bis 27. -September 1998 in- 
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Cold Spring Harbor, New York, USA, bereits vorgeschlagen, Ham- 
merkopf-Ribozyme, also katalytisch wirkende RNA-Molekiile , zu 
verwenden, die gegen mRNA-Molekule gerichtet sind, die fur die 
Zellzyklus-relevanten Proteine Cyclin E oder E2F1 kodieren; 
Grassi et al., Pathol Res Pract 1998, 194/4: 267 (Abstract 
214). Dieser Ansatz geht von der Erkenntnis aus, daB eine effi- 
ziente Proliferationshemmung erreicht werden kann, wenn die 
Produktion Zellzyklus-relevanter Proteine verhindert wird, die 
an vielen verschiedenen regulatorischen Pfaden beteiligt sind. 

Dies trifft fur die Proteine Cyclin E und E2F1 zu, die Teil 
vieler regulatorischer Pfade sind, u.a. eines regulatorischen 
Riickkoppelmechanismus , bei dem Cyclin E durch Wechselwirkung 
mit anderen Produkten den Transkriptionsf aktor E2F1 in aktiver 
Form freisetzt. E2F1 wiederum aktiviert die Transkription von 
Genen, deren Produkte fur die S-Phase essentiell sind und sti- 
muliert sowohl die Transkription von Cyclin E als auch die sei- 
nes eigenen Gens . Durch eine kombinierte Inaktivierung von Cy- 
clin E und E2F1 ist daher eine besonders effiziente Induktion 
des Zellzyklus-Arrestes zu erzielen. 

Funktion und Sequenz von Cyclin E und E2F1 sind in verschiede- 
nen Publikationen beschrieben, z.B. von Koff et al., Cell 
(1991), Band 66, 1217-1228, Ceng et al., Oncogene (1996), Band 
12, 1173-1180, Helin et al., Cell (1992), Band 70, 337-350, 
Ohtani et al., PNAS (1995), Band 92, 12146-50. Durch die Inak- 
tivierung dieser Proteine laJ3t sich die Progression der vasku- 
laren glatten Muskelzellen durch den Zellzyklus effizient ver- 
hindern, der Ubergang von der Gl- in die S-Phase des Zellzyklus 
findet nicht statt. 



WO 01/21789 




PCT/EP99/07049 



Zur Inaktivierung von Genen und/oder deren Produkten stehen 
verschiedene Techniken zur Verfiigung, die Verwendung von kata- 
lytischen RNA-Molekulen, sogenannten Ribozymen, hat jedoch den 
Vorteil, daJ3 diese einerseits durch ihre katalytische Aktivitat 
in trans zur Degradation der mRNA-Molekule fiihren, die fur die 
Proteine Cyclin E und E2F1 kodieren, wobei anderseits durch 
ihre Sequenz-spezif ische Interaktion eine selektive Wirkung er- 
reicht wird. 

Die im Rahmen der Erfindung eingesetzten katalytischen RNA- 
Molekiile sind sogenannte Hammerkopf-Ribozyme, wie sie bei- 
spielsweise in dem Ubersichtsartikel von Symons: Small Cataly- 
tic RNAs, Annu Rev Biochem (1992) , Band 61, 641-671 beschrieben 
sind. Ihre Eigenschaft, komplementare RNA-Molekiile iiber Basen- 
paarung zu binden und durch stellenspezif ische Spaltung zu zer- 
storen, macht die Hammerkopf-Ribozyme zu geeigneten Kandidaten 
fur die Herstellung von Therapeutika. 

Hammerkopf-Ribozyme sind prinzipiell so aufgebaut, daJ3 sie zwei 
Sequenzabschnitte aufweisen, die sogenannten Bindungsarme, die 
fiir die spezif ische Bindung an die Ziel-RNA verantwortlich 
sind, sowie einen mehr oder weniger konservierten, katalytisch 
wirkenden Sequenzabschnitt , der zwischen den beiden Bindungs- 
armen angeordnet ist. In diesem katalytischen Sequenzabschnitt 
gibt es zwei konservierte Bereiche am 3'- bzw. 5 f -Ende, wobei 
zwischen diesen beiden Bereichen ein weiterer Sequenzabschnitt 
vorhanden ist, der zumindest teilweise doppelstrangig ausgebil- 
det ist und zumindest theoretisch beliebige Lange und Sequenz 
aufweisen kann, Bei Bindung an die Ziel-RNA bildet sich der 
typische Hammerkopf aus, wie er in Fig. 1 gezeigt ist. Die 
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Spaltstelle ist durch einen Pfeil arigedeutet, die konservierten 
Bereiche sind durch Kastchen hervorgehoben . 

Wie bereits erwahnt, wird die Spezifitat der Hammerkopf- 
Ribozyme durch die Sequenzen der Bindungsarme bestimmt, die im 
Bereich des Ziel-Tripletts an das zu schneidende RNA-Molekiil 
binden. Die Bestimmung von Bindungsarmen fiir gegen Ziel-RNA ge- 
richtete Ribozyme erfordert damit zum einen die Identif izierung 
einzelstrangiger Bereiche in dem Ziel-RNA-Molekiil sowie die 
Auswahl geeigneter Schnittstellen-Tripletts mit darauf f olgender 
Bestimmung der Sequenz der Bindungsarme. Insbesondere bei lan- 
gerstrangigen, komplizierten RNA-Molekulen, wie beispielsweise 
bei der mRNA fur Cyclin E und E2F1, lassen sich die Sequenzen 
der Bindungsarme nicht einf ach anhand der ggf . bekannten Se- 
quenz des RNA-Molekules bestimmen, da dessen Sekundarstruktur 
sowie die fiir die Ribozyme frei zuganglichen einzelstrangigen 
Bereiche sich aus der Sequenz nicht ohne weiteres ableiten las- 
sen. Zwar gibt es Computermodelle f mit denen die Sekundar- 
struktur langer RNA-Molekule bestimmt werden kann, die Erfinder 
der vorliegenden Anmeldung haben jedoch erkannt, dai3 dieses 
Verfahren zur Bestimmung geeigneter Schnittstellen bei mRNA- 
Molekiilen fur Cyclin E und E2F1 nicht erfolgreich angewandt 
werden kann. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben daher die in den 
Ausfuhrungsbeispielen naher beschriebene RNase H-Technik einge- 
setzt, urn gunstige Bindungsstellen fiir Haramerkopf -Ribozyme zu 
ermitteln. Nachdem die moglichen Angrif f sstellen experimentell 
bestimmt worden waren, muflten daraus mogliche Bindungsarm- 
Sequenzen abgeleitet und die entsprechenden Ribozyme herge- 
stellt werden.- Dabei hat sich herausgestellt , dafl die Lange der 



» PCT/EP99/07049 
WO 01/21789 ^ "** 



Bindungsarme fur die Wirksamkeit der katalytischen Aktivitat 
der Ribozyme entscheidend ist, so dafi effiziente Ribozyme wie- 
derum nur experiments 11 bestimmt werden konnten. 

Die in dem beiliegenden Sequenzprotokoll aufgefiihrten Sequenzen 
SEQ ID Nr. 1 und SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 3 und SEQ ID Nr. 4, 
SEQ ID Nr. 5 und SEQ ID Nr. 6, SEQ ID Nr. 7 und SEQ ID Nr. 8, 
SEQ ID Nr. 9 und SEQ ID Nr. 10 sowie SEQ ID Nr. 11 und SEQ ID 
Nr. 12 stellen Bindungsarm-Paare fur Enzyme gegen Cyclih E mRNA 
dar, und die Sequenzen SEQ ID Nr. 13 und SEQ ID Nr. 14, SEQ ID 
Nr. 15 und SEQ ID Nr. 16 sowie SEQ ID Nr. 17 und SEQ ID Nr. 18 
geben Bindungsarm-Paare fur Ribozyme gegen E2F1 RNA wieder. Ri- 
bozyme mit diesen Bindungsarmen weisen eine besonders gute ka- 
talytische Wirkung gegen die genannten mRNA-Molekiile auf, wie 
die Erfinder dieser Anmeldung experimentell nachweisen konnten. 

Statt der angegebenen Sequenzen konnen die Bindungsarme auch 
Sequenzen aufweisen, die an an die jeweils genannten Sequenzen 
bindende Sequenzen binden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn der katalytisch wirkende dritte 
Sequenzabschnitt an seinem 3'-Ende die Sequenz SEQ ID Nr. 19 
und an seinem 5'-Ende die Sequenz SEQ ID Nr. 20 aufweist, wobei 
dieser dritte Sequenzabschnitt vorzugsweise die Sequenz SEQ ID 
Nr. 21 umfaBt. 

Die Sequenzen getesteter Ribozyme gegen Cyclin E sind in dem 
beigefiigten Sequenzprotokoll als SEQ ID Nr. 22 bis SEQ ID 
Nr. 27 und gegen E2F1 als SEQ ID Nr. 28 - SEQ ID Nr. 30 enthal- 
ten. In der in der Figurenbeschreibung angegebenen Tabelle 1 
sind die kinetischen Konstanten fur diese Ribozyme angegeben, 
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die im Bereich der besten fur Hanimerkopf-Ribozyme beschriebenen 
Konstahten liegen. 

Obwohl prinzipiell die Einfuhrung der katalytischen RNA- 
Molekiile in die Zielzellen mit einem entsprechendfen Zielzell- 
spezifischen Transportsystem moglich ist, ist es vorteilhaf ter , 
hierfiir DNA-Molekiile zu verwenden, die einen Sequenzabschnitt 
umfassen, der fur die oben erwahnten katalytischen RNA-Molekule 
kodiert. Dieser DNA-Sequenzabschnitt kann Teil eines Vektor- 
plasmides sein oder zur Erzeugung eines Vektors, vorzugsweise 
eines adenoviralen Vektors fur gentherapeutische Anwendung, 
eingesetzt werden. 

Insbesondere die Einfuhrung der Fremd-DNA mittels rekombinanter 
Adenoviren besitzt gegenuber anderen Verfahren den Vorteil, daJ3 
Adenoviren Zielzellen mit hoher Effizienz infizieren und keine 
Gefahr der Insertionsmutagenese besteht. 

Die prinzipielle Anwendbarkeit der somatischen Gentherapie fur 
kardiovaskulare Erkrankungen mittels Replikations-inkompetenter 
Adenoviren-Konstrukte wurde beispielsweise von Barr et al. J. 
Cell Biochem (1993), Band 17D, 192 beschrieben. 

Allgemein ist also die therapeutische Wirkung eritweder iiber se- 
lektive Transf ersysteme oder iiber zellspezif ische Genexpression 
erreichbar, wobei eine selektive und effiziente Expression 
durch Gewebe-spezifische Expression der therapeutischen Gene 
durch einen Promotor erreicht wird, der ausschlieBlich in glat- 
ten Muskelzellen exprimiert wird und eine hohe Expressionsrate 
zeigt. 
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In diesem Zusammenhang betrifft die vorliegende Erfindung auch 
eine therapeutische Zusammensetzung mit dem neuen katalytischen 
RNA-Molekiil oder dem neuen DNA-Molekiil bzw. dem neuen Vektor- 
plasmid. 

Urn spezifische Vektoren bzw. Vektorplasmide herstellen zu kon- 
nen, betrifft die vorliegende Erfindung ferner einen Kit mit 
dem neuen DNA-Molekiil , das zumindest einen fur das neue RNA- 
Molekiil kodierenden Sequenzabschnitt aufweist. 

Allgemein betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung des 
neuen, katalytisch wirkenden RNA-Molekials , des neuen DNA- 
Molekiils und/oder des neuen Vektorplasmides zur Prevention der 
Restenose mittels Prolif erationshemmung der vaskularen glatten 
Muskelzellen. 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen 
Oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus 
der nachfolgenden Beschreibung bevorzugter Ausf uhrungsbeispie- 
le. 

Die nachstehenden Beispiele werden anhand der beigefiigten 
Zeichnung erlautert, in der: 

Fig. l die schematische Struktur von Hammerkopf-Ribozymen 
zeigt; und 
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Fig. 2 eine Tabelle mit den gemessenen kinetischen Konstan- 
ten der getesteten Haromerkopf-Ribozyme wiedergibt. 

Beispiel 1; 

Struktur von Hammerkopf-Ribozvmen 

In Fig. 1 ist die prinzipielle Struktur von Hammerkopf- 
Ribozymen gezeigt, wie sie beispielsweise der eingangs genann- 
ten Verof f entlichung von Symons zu entnehmen ist. 

In Fig. 1 ist ein mit einem Substrat (Ziel-mRNA) hybridisiertes 
Ribozym gezeigt, wobei sich zwischen dem Substrat und dem Ribo- 
zym zwei doppelstrangige Bereiche ausbilden, zwischen denen auf 
der Substrat-Seite die durch einen Pfeil angedeutete Spaltstel- 
le zu finden ist. Auf der Ribozym-Seite befindet sich zwischen 
den beiden "Bindungsarm" genannten Sequenzabschnitten I und II 
der katalytische Bereich III, der konservierte Bereiche und va- 
riable Bereiche umfaBt, wobei die konservierten Bereiche durch 
Kastchen hervorgehoben sind. 

Auf der Substratseite ist das Ziel-Triplett NUH ebenfalls durch 
ein Kastchen hervorgehoben. Es sei bemerkt, dafl mit N eines der 
vier Nukleotide, mit H eines der Nukleotide A, U und C f mit Y 
ein Pyrimidin und mit R ein Pur in bezeichnet ist. 

Der katalytische Sequenzabschnitt des Ribozyms enthalt an sei- 
nem 3'-Ende die Sequenz SEQ ID Nr. 19 und an seinem 5 f -Ende die 
Sequenz SEQ ID Nr. 20 aus dem beigef ugten Sequenzprotokoll . Ein 
Beispiel fur den katalytischen Sequenzabschnitt III ist in SEQ 
ID Nr. 21 aus dem beigef ugten Sequenzprotokoll gezeigt, wo auch 
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der doppelstrangige Bereich sowie der Loop-Bereich aus dem 
dritten Sequenzabschnitt III beispielhaft mit konkreten Nukleo- 
tiden angegeben ist. 

Die Spezifitat fiir die Ziel-mRNA ergibt sich bei dem Ribozym 
aus Fig. 1 durch die spezielle Sequenz der Bindungsarme I und 
II, die so ausgewahlt werden miissen, dafl sie auf dem Substrat 
- wie angegeben - ein Ziel-Triplett NUH flankieren. 

Wie die Sequenzen der Bindungsarme zu bestimmen sind, wird jezt 
in Beispiel 2 beschrieben. 

Beispiel 2 

RNase H-Kartieruna der Ribozvm-zuqanqlichen Spaltstellen von 
Cvclin E und E2F1 

Die fiir Hammerkopf-Ribozyme zuganglichen Spaltstellen von Cy- 
clin E und E2F1 lassen sich nicht unmittelbar anhand der be- 
kannten Sequenzen der mRNAs fiir Cyclin E (Koff et al., a.a.O, 
Geng et al., a.a.O.) und E2F1 (Helin et al., a.a.O.) bzw. an- 
hand von mathematischen Faltungsmodellen dieser mRNAs bestim- 
men, so daB experimentelle Methoden angewendet werden muBten. 

Zur Bestimmung der zuganglichen Spaltstellen wurde daher die 
Methode der RNase H-Kartierung angewendet, wie sie von Zarinkar 
et al., Nature Struct Biol (1996) Band 3, 432 und Lapham et 
al., RNA (1996), Band 2, 289 beschrieben wurde. Hierzu wurden 
vollstandig randomisierte Nonamer-Oligodesoxynukleotide mit der 
am 5'-Ende radioaktiv markierten Ziel-RNA inkubiert, wobei kom- 
plementare Basenpaarung nur in offenen RNA-Strukturen, also 
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einzelstrangig vorliegenden "Loops", nicht aber in geschlosse- 
nen Regionen, sogenannten Stems, erfolgte. Basierend auf der 
Fahigkeit von RNase H, solche RNA/ DNA-Hybr ide zu spalten, er- 
halt man in Abhangigkeit der RNase-H-Schnittstellen eine' Mi- 
schung von RNA-Fragmenten, deren Langen die Positionen der 
offenen Regionen widerspiegeln, die prinzipiell fiir Ribozyme 
zuganglich sind. 

Die Lange der RNase H-Fragmente wurde dann elektrophoretisch 
bestimmt, wobei iiber den Einsatz Sequenz-spezif ischer Oligodes- 
oxynukleotide dann mogliche Ribozym-Spaltstellen bestatigt wer- 
den Jconnten. 

Fur Cyclin E erfolgt die RNase H-Kartierung mit Klasse III und 
Klasse I Transkripten, welche sich nur durch das Fehlen von 
zwei Exons im Klasse I-Transkript (Exon I und II) voneinander 
unterscheiden . 

Auch fur E2F1-Transkripte wurden zwei unterschiedlich lange 
RNAs verwendet, wobei jedoch dem verkiirzten Transkript keine 
physiologische Bedeutung zukommt. 

Die fur Cyclin E und E2F1 experimentell bestimmten offenen RNA- 
Bereiche wurden mit verschiedenen Computer-gestiitzten Faltungs- 
analysen verglichen, wobei sich herausstellte, daJ3 fiir experi- 
mentell kartierte Spaltstellen keine optimale Obereinstimmung 
mit der vorhergesagten Struktur gefunden werden konnte. 
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In Kenntnis des im Beispiel 1 erwahnten Ziel-Tripletts NUH wur- 
den dann fiir die offenen RNA-Bereiche verschiedene Sequenzen 
fiir die Bindungsarme I und II bestiramt, mit denen dann Hammer- 
kopf -Ribozyme hergestellt und getestet wurden, wie dies nach- 
stehend in Beispiel 3 beschrieben wird. 

Bei diesen Versuchen stellte sich heraus, daJ3 die Lange der 
Bindungsarme fiir die Effizienz der katalytischen Wirkung der so 
synthetisierten Ribozyme iait entscheidend ist, wobei sich wei- 
ter ergab, dafl nicht jede mogliche Spaltstelle durch die er- 
zeugten Ribozyme auch erkannt und gespalten werden konnte. 

Die experimentell bestatigten Bindungsarm-Paare I und II sind 
in dem beigefiigten Sequenzprotokoll als Sequenz SEQ ID Nr. 1 
und 2, SEQ ID Nr. 3 und 4, SEQ ID Nr. 5 und 6, SEQ ID Nr. 7 und 
8 f SEQ ID Nr. 8 und 9, SEQ ID Nr. 9 und 10, SEQ ID Nr. 11 und 
12, SEQ ID Nr. 13 und 14, SEQ ID Nr. 15 und 16 sowie SEQ ID 
Nr. 17 und 18 wieder gegeben , wobei die Sequenz mit der ungera- 
den SEQ ID jeweils den Bindungsarm am S'-Ende und die mit der 
geraden SEQ ID den Bindungsarm am 3'-Ende des Ribozyms bezeich- 
net. 

Beispiel 3 

Aktivitatsbestimmung von Hammerkopf-R ibozvmen 

Anhand der Bindungsarme SEQ ID Nr. 1 bis 18 sowie der kataly- 
tisch wirksamen Sequenz SEQ ID Nr. 21 wurden neun Hammerkopf- 
Ribozyme hergestellt, deren Sequenzen im beigefugten Sequenz- 
protokoll unter-SEQ ID Nr. 22 bis SEQ ID Nr. 30 angegeben sind. 
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Zur Aktivitatsbestimmung wurden in Anwesenheit von 32 P-UTP 
trans kribierte RNAs fur E2F1, Cyclin E Klasse I und Cyclin E 
Klasse III mit dem jeweiligen Ribozyra inkubiert und die kineti- 
sche Konstante Kcat/Km 10 4 M' 1 rain" 1 bestimmt. Die in vitro Akti- 
vitat der Hammerkopf-Ribozyme mit den Sequenzen SEQ ID Nr. 
22-30 ist in der in Fig. 2 enthaltenen Tabelle 1 gezeigt. 

Beispiel 4 

Konstruktion Replikations-inkompetenter Adenoviren 

Fur die katalytischen RNA— Molekule aus den Beispielen 2 und 3 
kodierende DNA-Molekule werden in einen adenoviralen Vektor 
kloniert, wobei die rekombinanten Adenoviren durch Mutation 
Oder Deletion Replikations-inkompetent gemacht worden sind. 
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Patentanspriiche 

1. Katalytisch wirkendes RNA-Molekiil, das gegen mRNA-Molektile 
gerichtet ist f die fUr die Zellzyklus-relevanten Proteine 
Cyclin E oder E2F1 kodieren. 

2. RNA-Molekiil nach Anspruch 1, mit einem ersten, an die 
mRNA-Molekule bindenden Sequenzabschnitt, einem zweiten, 
an die mRNA-Molekiile bindenden Sequenzabschnitt und einem 
zwischen dem ersten und dem zweiten Sequenzabschnitt be- 
findlichen dritten Sequenzabschnitt, der eine stellen- 
spezifische Spaltung eines gebundenen mRNA-Molekiils kata- 
lysiert. 

3. RNA-Molekul nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 1 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 1 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 2 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 2 bindende Sequenzen bindet. 

4. RNA-Molekul nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 3 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 3 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 4 oder eine Sequenz aufweist , die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 4 bindende Sequenzen bindet. 
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5. RNA-Molekiil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 5 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 5 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 6 oder eine Sequenz aufweist, die -an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 6 bindende Sequenzen bindet. 

6. RNA-Molekiil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daB 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 7 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 7 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 8 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 8 bindende Sequenzen bindet. 

7. RNA-Molekiil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 9 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 9 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 10 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 10 bindende Sequenzen bindet. 

8. RNA-Molekiil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 11 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 11 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 12 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 12 bindende Sequenzen bindet. 

9. RNA-Molekiil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daJi 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 13 oder 
eine Sequenz, die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 13 bindende 
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Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 14 oder eine Sequenz aufweist, die an an 



die Sequenz SEQ ID Nr. 14 bindende Sequenzen bindet. 

10. RNA-Molekul nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 15 Oder 
eine Sequenz , die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 15 bindende 
Sequenzen bindet , und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 16 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 16 bindende Sequenzen bindet. 

11. RNA-Molekul nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
der erste Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 17 oder 
eine Sequenz f die an an die Sequenz SEQ ID Nr. 17 bindende 
Sequenzen bindet, und der zweite Sequenzabschnitt die Se- 
quenz SEQ ID Nr. 18 oder eine Sequenz aufweist, die an an 
die Sequenz SEQ ID Nr. 18 bindende Sequenzen bindet. 

12. RNA-Molekiil nach einem der Anspruche 2 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der dritte Sequenzabschnitt an seinem 
3'-Ende die Sequenz SEQ ID Nr. 19 und an seinem S'-Ende 
die Sequenz SEQ ID Nr. 20 aufweist. 

13. RNA-Molekul nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
der dritte Sequenzabschnitt die Sequenz SEQ ID Nr. 21 auf- 



weist. 



14. 



RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 22 aufweist. 
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15. RNA-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 23 aufweist. 

16. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 24 aufweist. 

17. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 25 aufweist. 

18. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 26 aufweist. 

19. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 27 aufweist. 

20. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 28 aufweist. 

21. RNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 29 aufweist. 

22. RNA-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es die Sequenz SEQ ID Nr. 30 aufweist. 

23. DNA-Molekul mit zumindest einem fur das RNA-Molekiil nach 
einem der Anspruche 1 bis 22 kodierenden Sequenzabschnitt . 

24. Vektorplasmid, mit zumindest einem DNA-Sequenzabschnitt , 
der fur das RNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 22 
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kodiert, und einem dem DNA-Sequenzabschnitt vorgeschalte- 
ten Promotor. 

25. Therapeutische Zusammensetzung mit einem RNA-Molekul nach 
einem der AnsprUche 1 bis 22 oder einem DNA-MolekUl nach 
Anspruch 23 oder einem Vektorplasmid nach Anspruch 24. 

26. Kit mit dem DNA-Molekiil nach Anspruch 23. 



27 



28. 



Verwendung des RNA-MolekUls nach einem der AnsprUche 1 bis 
22 und/oder des DNA-MolekUls nach Anspruch 23 zur Erzeu- 
gung eines Vektors fur Gentherapie. 

Verwendung des RNA-Molekuls nach einem der AnsprUche 1 bis 
22 und/oder des DNA-MolekUls nach Anspruch 23 und/oder des 
Vektorplasmides nach Anspruch 24 zur Inhibierung von Re- 
stenosierung angioplastisch behandelter BlutgefaBe. 
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Tabelle 1 



Ribozym 



Ziel 



Spalt- 
stelle 



SEQ ID Nr. 22 

SEQ ID Nr. 23 

SEQ ID Nr. 24 

SEQ ID Nr. 25 

SEQ ID Nr. 26 
SEQ ID Nr. 27 



SEQ ID Nr. 28 



SEQ ID Nr. 29 



SEQ ID Nr. 30 



Cyclin E 

Klasse III 439 

Klasse I 230 

Klasse III 439 

Klasse I 230 

Klasse III 1277 

Klasse I 1068 

Klasse III 1277 

Klasse I 1068 

Klasse III 221 

Klasse III 422 

Klasse I 213 

E2F1 

voile Lange 732 

verkiirz± 242 

voile Lange 732 

verkurzt 242 

voile Lange 1180 

verkiirzt 690 



nM 

13 , 9 ±1,88 
13,07±0,95 

6,18 ±0,43 
7,98 ±0,53 

14,86±2,01 
18,15±1,88 

11,04±1,66 
11,63±1,89 



10- J m±n- 1 lO'lC 1 min' 1 



9,7 ± 0,3 73 ± 7,76 

8,22±0,46 63, 7± 3,7 

4,7 ±0,44 75,9±1,8 

5,25±0,35 65,9±0,2 

6,64±0,42 46,5±5,48 

6,91±0,36 38,87±3,26 

5,93±0,29 53,9±2,58 

4,59±0,9 39,3±1,4 



51,46±0,24 7,03±0,89 13,3±1,85 



41,3 ±6,02 
34,09±3,56 



10,93±0,64 27±2,88 
10,1 ±1,27 29,6±2,9 



20,38±i,43 11, 1± 0,45 56,18±2,75 

28,34±1,94 14,76± 1,8 52,17±5,8 

24,69±0,01 12,15±0,55 49,35±2,25 

22,24±0,23 14,99±0,41 66,5±1,15 

23,53±0,16 8,4 ± 0,3 36±1,1 

38,9 ±5,34 14,45± 2,7 36,85±1,9 



Fig. 2 
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<110> Eberhard-Karls-Universitat Tubingen Universitatsk 

<120> Ribozyme zur Restenose-Pravention 

<130> 5402pl78 

<140> 
. <141> 

<160> 30 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 5 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 

<400> 1 

ggaucagg 8 

<210> 2 
<211> 8 
<212> RNA 

<213>~ Kunstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 3' -Bindungsarm fiir Ribozym gegen Cyclin E 

<400> 2 

agcagggg - 8 

<210> 3 
<211> 12 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz : 5 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 
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<400> 3 
guggggauca gg 

<210> 4 
<211> 12 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 3' -Bindungsram far Ribozym gegen Cyclin E 

<400> 4 
agcagggguc ug 

<210> 5 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunscliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen 

Sequenz: 5 '-Bindungsram fur Ribozym gegen Cyclin I 

<400> 5 
ucaucagc 

<210> 6 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 3 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin 

<400> 6 
acgccccu 

<210> 1 
<211> 12 
<212> RNA 

<213> KQnstliche Sequenz 



<220> - 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 

Sequenz: 5 ' -Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 
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<400> 7 
aucuucauca gc 

<210> 8 
<21i> 12 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 

Sequenz: 3 "-Bindungsarm far Ribozym gegen Cyclin E 

<400> 8 
acgccccuga ag 

<210> 9 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstiichen 

Sequenz: 5 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 



<210> 10 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 

Sequenz: 3 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 

<400> 10 

auggggcu 8 

<210> 11 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<400> 9 



cucggcau 



8 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 5 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen Cyclin E 
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<400> 11 
ucugcaca 

<210> 12 
<211> 8 
<212> RNA 
<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der Icunstlichen 

Sequenz: 3 '-Bindungsram far Ribozym gegen Cyclin 

<400> 12 
acugcauu 

<210> 13 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 

Sequenz:5'-Bindungsarm fur Ribozym gegen E2F1 

<400> 13 
cguccgcc 

<210> 14 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen 

Sequenz: 3' -Bindungsarm fur Ribozym gegen E2F1 

<400> 14 
acgcccac 

<210> 15 
<211> 12 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: 5 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen E2F1 
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<400> 15 
aagccguccg cc 

<210> 16 

<211> 12 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 

Sequenz: 3 '-Bindungsarm fur Ribozym gegen E2F1 

<400> 16 
acgcccacug ug 

<210> 17 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 

Sequenz: 5 "-Bindungsarm fur Ribozym gegen E2F1 

<400> 17 



ugaguaga 

<210> 18 
<211> 8 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 

Sequenz : 3 ' -Bindungsarm f(ir Ribozym gegen E2F1 

<400> 18 
acuggcug 

<210> 19 
<211> 4 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 3' -Ende 
katalytischen Bereiches eines Ribozyms 



8 
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<400> 19 

ygaa 4 

<210> 20 
<211> 8 
<212> RNA . 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : 5 ' -Ende des 
katalytischen Bereiches eines Ribozyms 

<400> 20 

cugangar 8 



<210> 21 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Jcatalytischer 
Bereich eines Ribozyms 

<400> 21 

cugaugaguc cgugaggacg aa 22 



<210> 22 
<211> 38 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
Cyclin E 

<400> 22 

ggaucaggcu gaugaguccg ugaggacgaa agcagggg 38 

<210> 23 
<211> 46 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> ~" 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
Cyclin E 
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<400> 23 

guggggauca ggcugaugag uccgugagga cgaaagcagg ggucug 46 

<210> 24 
<211> 38 
<212> .RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Ribozym gegen 
Cyclin E 
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<400> 24 

ucaucagccu gaugaguccg ugaggacgaa acgccccu 

<210> 25 
<211> 46 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
Cyclin E 

<400> 25 

aucuucauca gccugaugag uccgugagga cgaaacgccc cugaag 46 

<210> 26 
<211> 38 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
Cyclin E 

<400> 26 

cucggcaucu gaugaguccg ugaggacgaa auggggcu 38 

<210> 27 
<211> 38 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: Ribozym gegen 
Cyclin E 
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<400> 27 

ucugcacacu gaugaguccg ugaggacgaa acugcauu 38 

<210> 28 
<211> 38 " - 
<212> RNA 

<2I3> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der Jciinstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
E2F1 

<400> 28 

cguccgcccu gaugaguccg ugaggacgaa acgcccac 38 

<210> 29 
<211> 46 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der Jciinstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
E2F1 

<400> 29 

aagccguccg cccugaugag uccgugagga cgaaacgccc acugug 4 6 

<210> 30 
<211> 38 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der Jciinstlichen Sequenz : Ribozym gegen 
E2F1 



<400> 30 

ugaguagacu gaugaguccg ugaggacgaa acuggcug 
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intem^^P application No. 
PCT/EP 99/07049 

s (Continuation < 



Observations where certain claims < 

Tlus^uo^searchreponhasnotbeenesublishedinres^ 
1- Qcj ClaimsNos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claim 28 relates to a method for treating the human/animal body a 
search was carried out which was based on the indicated effects of the 
compound/composition. 

2- Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comnlv with the nr^n-. 
an extent that no meanmgful international search can be earned om SP SS ^ "apurements to such 



3 ClaimsNos.: 

becausethe y arede P end ^ claims and are not drafted in accordance wuh the secon d and third sentences of R U j e 6 4(a) 
Boi II Observations where unity of invention is lacking ( Continuation of item 2 of firs, sheet) 
This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



D tZSLSSS^* 1 ^ search fees were paid by * e applicant - 1 



2. Q As all searchable claims could be searched without effort justirVing 
of any additional fee. * = 



international search report covers all 
anaddinonal fee, this Authority did not invite payment 



3 □ t^^X^T^S^t^^X^^-^^^^-^^ 



4. 



No protest accompanied the payment of additional search fees. 
Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (I)) (July 1992) 



EPSTTERNATIONAI^^RCH REPORT 



Hoai appiicauon No. 

PCT/EP99/07049 



The International Searching Authority found that this International Application 
contains several inventions or groups of inventions, as follows: 

1. Claims Nos.: 1-2, 12-13, 23-28 (all partially) and claims 3-8, 14-19 

Catalytic RNA molecules that are directed to cyclin E mRNAs, vectors, kits and 
compositions containing them and the use thereof for inhibiting restenosis. 

2. Claims Nos.: 1-2, 12-13, 23-28 (all partially) and claims 9-11, 20-22 

Catalytic RNA molecules that are directed to E2F1 mRNAs, vectors, kits and 
compositions containing them and the use thereof for inhibiting restenosis. 
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SWeitere Verdffentlichungen aind der Fortaetzung von FekJ C zu 
e ntnehmen 

• Beeondere Kategorien von angegebenen VeroffentUchungen 

•A' Veroffentiichuna. die den aiigemeinen Stand der Technik definiert 

aber nicht ale beeondere bedeutaam anzueeheniat 
•E' alteree Dokument. daa jedoch eret am oder naeh dem intemationalen 

Anmeldedatum veroflentOcht worden iet 
n . Veroffertiichung. die geeignet tst, einen Priorttataanapruch zw^lhaft er- 

anderen im Recherchenbencht genannten ^^^^^^^^ 
soil oder die aua einem anderen beaonderen Grund angegeben ist (w» 
auagefuhrt) 

-CT Veroftentlichung, die aich auf eine mundiiche O^barung 

eine Benutzung, eine Auaateilung oder andere MaQnahrnen bezient 
•P- V^ofle^iS'ole vor dem ^^i^d^. aber naeh 
dem beanapruchten Prioritatedatum veroffentucnt woroen is 
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ArtrneWung nicht kollkf ert, aondem nur zum Verstandnra dee <** 
^u^ugmndeik^rxJen Prinzipe oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben tat M ~4.~, I 

•X- Veroffentiichung von toeor^ Bedeut^ ^t^f^J^ 
kann aliein aufgrund dieaer Veroffe^l^ rwcMate neu oder aur 
errmderi scher Tatigkert beruhend betrachtet werden 

•Y- Veroffentiichung von beeonderer ® ^^~^ 0 e t Erfindung 

kann nicht ale auf erfindenecher Tatigke* bor^^^^^f,^^^ 
werden wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren andBren ! 
V^mSZ^jteesr Kate*™ in ^SSSS^tS^ 
cDeee Verbtndung fur einen Fachrnann nahefiegend iet 
Veroffentiichung, die Mitglied dereetben Patentfamnie iet 
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PATHOLOGY RESEARCH AND PRACTICE., 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Aktenzeichen 

PCT/EP 99/07049 



FeW I Bemericungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 



Gemafl Artikel 17(2)a) wurde aus fotgendsn Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recnerchenbericftt erstelte 

1. [7] Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpffichtet ist, namfich 

Bemerkung: Obwohl Anspruch 28 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschlichen/tierischen 
Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 
auf d1e an 9 ef(ihrt ^n Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. Anspruche Nr. 

"jg ^f^^^l*^^^ 6 " Anmeldung beziehen, cfie den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen 
daB eine sinnvoile mtematkmaie Recherche nicht durchgefuhrt weiden kann, namlich y ^ ' 



3. | I Anspruche Nr. 

well es sich dabei urn abh&ngige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangefnder Einhertltehkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die international Recherchenbehdrde hat festgesteilt, daB diese intemationaJe Anmeidung mehrere Erfindungen enthaJt 



1 - □ EiSE*!!^^ 

Internationale Recherchenbencht auf alio recherchierbaren Anspruche. 

2. rn °*2™2f ''^^'baren ^spruchedie Recherche ohne ein en Arbeitsaufwand durchgefuhrt warden kcnnte, der eine 
— zusatzhche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat cfie Behdrde nicht zur Zahlung einer soichen Gebuhr aufgefordert 



a O ^t^L^^'l^^ 9 ^^^^^ zusfi Wfchen RecherchengebGhren rechtzertig entrichtet hat, erstreckt sich 
— A^^xTnt Recherchenbencht nur dte Anspruche, fur cfie GebQhren entrichtet worderT sind, namlich W dfe 



4 - O ^i^™^^ zus^tzfichen Rec^erchengebuhren nicht rechtzertig entrichtet Der intemationale Recher- 

cbenbencht beschrankt stch daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwabnte Erfindung; cfiese ist in foigenden AnsprOchen er- 



Bemericungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmekter unter Widerspruch gezahrt 

| | Die Zahlung zusatzJJcher RecherchengebGhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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international Aktenzeichen PCT/EP 99 X)7049 



WEJTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
international Anineldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-2,12-13,23-28 (alle teilweise) und Anspruche 3-8, 
14-19 



Katalytische RNA-Molekule die gegen Cyclin E mRNAs gerichtet 
sind, Vektoren, Kits und Suzammensetzungen die sie enthalten 
und deren Verwendung zur inhibierung von Restenose. 



2. Anspruche: 1-2,12-13, 

23-28 (alle teilweise) und Anspruche 9-11,20-22 



Katalytische RNA-Molekule die gegen E2F1 mRNAs gerichtet 
sind, Vektoren, Kits und Suzammensetzungen die sie enthalten 
und deren Verwendung zur inhibierung von Restenose. 



INTERNATIONAL*-** REG 

Angaben zu VeroffentOchungen, cfie 



RCHENBERICHT 

Patentfamilie gehoren 



TW9 



PC 



'99/07049 



lm Recnerchenbencht 
angefuh rises Paten tdokument 



Datum der 
Veriffentiichung 



Mitglied(er) der 
Paten tfamilie 



Datum der 
Verfiffenttichung 



WO 9710334 



A 



20-03-1997 



US 
EP 
JP 



5834440 A 
0850301 A 
11514855 T 



10-11-1998 
01-07-1998 
21-12-1999 



Fomfctan PCT/ISA/210 (Anhang Paton««nM»KJul 1962) 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



IARBEIT 



AKtenzelchen des Anmelders odor > 

5402P178W0 HO/pd 
inramaaonates AJctsnzeteherT 

PCT/EP 99/07049 
Anmelder 



(Artlkel 18 sowle Regain 43 und 44 PCT) 

■namaDonaies AnmeWedatum 1 7555555 BrE55SS55S 

22/09/1999 



EBERHARD-KARL S-UNIVERSITAT TOBINGEN e t al 
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Dteserlntemattonale Recherchenberteht umfeBt Insgesamt _5. 
L5J DarOberhlnausllegtihm Jewells 



.Blatter. 



_ 9,nd K ° Pte d6r ln *~" ^nannten Unterlagen zum Stand der Technlk be,. 

1. Grundlage dee Berichte 

E in der IrrternaaonaJen Anmeldung In S^moJ^Z^Z^.' 

S ^ 8amm6n m "*r.ntema«onalen Anmeldung In c^putenesbarer Form elngemtehtwonfen « 

□ W der BehOrde nachtrag,,,* ln schd^r Ponn e,nger«cht wordenT 

U £ ctarB*** nachWg|(ch ,„ cwnpute(1esbarer ^ e(nger6icht woRjen ^ 

U SK^SST ^ ,n «"**^ *»» erfceten In^rma^en den, schrimichen Seouenzprotokol, enfcprechen. 

□ ^Idl vZlZT 1 8fCh nk!ht — ~" («*» Fe,d ,). 
|_J Mangelnde Elnrwltlicfikett der Erfindung (slehe Feld II). 

4. HlnsJchtfich der B«z,lchnung der Erfindung 

GD wlrd der vom Anmelder elngerelchte Worllaut genehmlgt 
U wurde der Wortlaut von der BehOrde wle (blgt festgesetet 



2. 

a 



5. HlnsJchtllch der Zusammanfassung 

E wlrd der vom Anmelder elngerelchte Worllaut genehmlgt 

□ S^S^^^^^-^^-n Fa^ vonderBeh**, festgesefct Der 
Recherchenberlchts elne StellungX^ v^gTn DatUm Absendung dieses Intemato^n 
a FCgende AbHldung der Zrfchnung^ « m* der ZUsammentassung „ ver«,en B ,chen: Abb. Nr - 
LJ wle vom Anmelder vorgesoMagen 



□ well der Anmelder selbst kelne Abblldung Iiayan 

□ we., dlese Abblldung die Emndung besser kennzelchnet 



vorgeschlagen hat 



I ) kelne der Abb. 
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INTERNATIONAL^fccHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzelchen 
IP 99/07049 



Irrtermtlor 



Feid ■ BernerKungen zu den AnsprOchen, 5 s.ch a.s n .cht recherche erw,es^ haben (Fortsetzung von KunM 2 auf B,at» 1 
GemaB mm 1 7(2)a) wurde au* fotgenden GrOnden fQr besthnrnte AnsprOche keln Recherchenbertcht erste.lt 
1 * H K^aul Gegenstfinde beztehen, zu deren Recherche dte BehOrde nteM verplUchfet 1st, nflmllch 

B6me s1cl! 9 auf b ^ifiSSS zSr Behandlung des menschllchen/tlerischen 
K6roe?s bez1eht7 wurde die Recherche durchgefQhrt und grundete s1ch 
aSf die angefQhften Wrkungen der Verblndung/Zusarnmensetzung. 
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INTERNATIONALER VOl 
PRUFUNGSBERICHT 



UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70.16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 4 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-28 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2-2/2 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-8, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2 Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Priifung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die. 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 
E zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da(3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 





Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatziiche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Eiiindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatziiche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatziiche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatziiche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daG das Erfordernis der Einheitlichkeit der Eiiindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daft das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1,13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

□ aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

K alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VO 
PRUFUNGSBERICHT 



AUFIGER 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 3-22, 25 

Nein: Anspruche 1,2,23,24 

Ja: Anspruche 14-22 

Nein: Anspruche 1-13,23-28 



Gewerbiiche Anwendbarkeit (GA) J a: Anspruche 1 -27 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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INTERNATIONALER ^ 
PRUFUNGSBERIf!HT 



RLAUFIGER 
BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 



Zu Punkt IV 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Gruppe 1: Anspruche 1, 2, 12 13 23 PR ♦ -, 
Gruppe 2: Anspruche 1, 2, 12 13 23 PR . •■ 

ain techniacher ZusammenhanXteM de ' 1 " B ** ,n »" 
antsprechenden basondaran .echnislhl m1 I T mehr8ren 9 ' eiChen oder 
Begriff -basondere .echnisch" M t sind d7 *"*"* k ° mmt Unter *™ 

verslehen, die einen Beitraq ieder bT„! . ' en ' 3en t6chnische " Meri< m ate zu 
TecbniK darken. I>JSI£Z!T\?*^ ^ G " B " ZUm Stand **, 
katalytisohe Bereioh zwiachan R h ^ ^ GrUp ' 3en isl *r 

Ciesea Bereichs s,nd ^^1^7 7T Ente0he ' dend * ^ 
Katalytiaohen Beraichs dara te „an Dia ,tTsl d d t ** WeSem ' iChe Me ' kmal dea 
beaohreibt katalytische Bereicha von H^T ! « o ^ be * annt < D3 «*™ 
Basan an,ba„an wia in dan SEQ ^^^S* ta ~«— > 

Annoa-dung angageben,. Deabaib Z IstZZ^TJ'T^ 
gameinaamen teohnisohen Merkmale. besondsran 

s;rzrd^ 

yiunaie rnase erhoben werden konnte. 

Zu Punkt \/ 

Erk-arungan zur Strung dieser ~ lung A ~ ari «* und 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT . 



Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 

D1: GRASSI G ET AL: EUROPEAN HEART JOURNAL, Bd. 20, August 1999 
(1999-08), Seite 367 XP000907169 ISSN: 0195-668X & XXIST CONGRESS OF 
THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY;BARCELONA, SPAIN; AUGUST 
28-SEPTEMBER 1, 1999, 

D2: GRASSI, G. ET AL.: PATHOLOGY RESEARCH AND PRACTICE., Bd. 194, 
1998, Seite 267 XP000910797 ISSN: 0344-0338 in der Anmeldung erwahnt 
D3: WO 97 10334 A 

1 . Neuheit der Anspruche 1 , 2, 23 und 24 (Artikel 33(2) PCT) 

D1 und D2 stellen die Veroffentlichung der vorliegenden Anmeldung dar, ohne 
allerdings die beanspruchten Sequenzen zu offenbaren. D1 und D2 beschreiben 
katalytische Hammerkopf-RN, die gegen CyclinE oder E2F1 MRA gerichtet sind 
und besagte MRA ortsspezifisch spalten. D1 offenbart auBerdem optimierte 
Langen der beiden Bindungsarme. Es ist dabei allgemeines Fachwissen, daB 
Hammerkopf-RN zwei Bindungsarme (welche die Bindungspezifitat an spezielle 
MRA Molekule vermitteln) und eine dazwischen liegende katalytische Domane 
aufweisen. 

D1 und D2 nehmen damit die Neuheit des Anspruchs 1 vorweg. D1 zerstort 
auBerdem die Neuheit des Anspruchs 2. 

D2 offenbart adenovirale Vektoren, die zur starken Expression besagter 
Ribozyme in glatten Muskelzellen dienen. Damit nimmt D2 die Neuheit der 
Anspruche 23 und 24 (die sich u.a. auf Anspriiche 1 und 2 beziehen) vorweg. 

2. Erf inderische Tatigkeit der Anspruche 1 2, 1 3 und 25-28 

Anspruche 12 und 13 beziehen sich u.a. auf Anspruch 2. Da, wie unter Punkt IV 
dargelegt, eine spezifische Sequenz eines katalytischen Bereichs eines 
Hammerkopf-Ribozyms keine erfinderische Tatigkeit gegeniiber dem Stand der 
Technik betreffend diese katalytischen Bereiche aufweist (essentiell sind nur die 
konservierten Basen am 5' und 3'-Ende des katalytischen Bereichs, und die sind 
bekannt, z.B. D3), sind Anspruche 12 und 1 3 offensichtlich (Nichterfullung von 
Artikel 33(3) PCT). 

D1 und D2 beschreiben die Verwendung der gegen Kuchlein E und E2F1 MRA 
katalytisch aktiven Hammerkopf-RN in der Gentherapie der Restenose. Damit 
sind Anspruche 25-28 offensichtlich. 
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INTERNATIONALER ^ORI AUFir PR 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT l nterna »°"ales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 

3 " tZTT ^ T " ,i9ke,t ^ AnSpr ° Che 3 ' 1 3 23-28 

Besagte Anspruche beziehen sich auf RN-MotekfllP «~ n- * 

Anspruche im Lioht von D1 und to „«„ • I , " nlert Slnd ' Slnd besagte 
cm von m und D2 offensichtlich (Artikel 33(3) PCT). 

4- ErfinderischeTatigkeitder Anspruche 14-22 

Anspruche is, dan* nich, ouenLh.iich Jll^PcT ^ 

einheitliohen Kriterien Di» P a J* ! PCT - V ertragsstaaten keine 

AnsprOche abhanTen Z bT^T ^ "* - 
Anspruchen, die auf die ^Sltl ^ *" ^"s^ W " 
sind, nioh, als gewerblioh anwendht AnWendU " 9 e,ner Verbindung genchte, 

medizinischen Anwendung und die vZ e T„ 9 erStmali 9 en 

Henaeiiung eines tanJL££JEZj£T^ T" Verbind " n9 " 
sind. ne neue m «tarasche Anwendung gerichtet 

Zu Punkt V|jj 

Bes. imm ,e Bemerkungen zur ,n.er„a,iona.en AnmeWung 

' ZZT™ an9eBhrten Grflnde " ** 3-13 und 23-28 unkiar 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
' AU^EM GEBIET DES PATENTWESfiiC 




Absender INTERNATIONALE RECHERCHENBEHpRPE 



PCT 



An 

WITTE, WELLER, GAHLERT, OTTEN, 
STEIL, LINDNER, HEUCKEROTH 
Pn^tfach 10 54 62 

D-70047 Stuttfl^r^c WELLER & PARTNER | 
GERMANY Patcntanwalte 

i 5, Juni 2000 


MITTEILUNG OBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERN ATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel44.1 PCT) 


Absendedatum 

(TagMonat/Jahr) j 3/06/2000 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

5402P178W0 HO/pd 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/07049 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 22/09/1 999 


Anmelder 

EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN et al . | 



gj Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der intemationale Ftecherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt win 
^^Tn X^JSZ^ISS^ AnmeKung andem (sfche Rege, 46): 
Bis wann slnd Anderungen einzurelchen? 

Wo slnd Anderungen elnzurelchen? 

Unmrttelbar beim International Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 
NShere Hlnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 
2 n Dem Anmelder wird mitgeteitt, daB kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und da!3 ihm hiermit die Erkiarung nach 
L - 1 Artikel 17(2)a) utermitteU wird. 



□ 



Hlnelchttlch dee Wlderspruche gegen die Entrichtung einer zusatdlchen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
sind. 



□ 



noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichligt sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



Wetteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht u<a(Aftent 

m^der intemationalen Anmeldung oder des Prioritateanspruchs beim Intematonalen Buro e>ngehen. 

verschieben mdchte. , 

KKXSBBSfi5ES&*^^ — — « * B ' * 

Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patsntamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
mi NL-2280 HV Rijswijk 

OjJi Tel. (+31-70) 34C^204O, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-301 6 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Sandra De Jong-van Dam 
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(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



ANMER^GEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 

lieqen die Erfordernisse des Vertrags Qber die Internationale ^«? m ?"* Abweichungen zwischen desen Anmerkungen und 
WIPO, zu entnehmen. ^. . Reg . r und -Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Besbmmungen des 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

£K Xdemngen der Anspruche nach Art.ke. Or e?ne Anderung der Anspruche vor ihrer .ntemabona. 

Welch. Telle df International Anmldung konnen geandert werden? 

lm Rahman von Artike. 19 konnen nurdie Anspruche geandert werden 

K^^^S^ Beherde geandert werden. 

^^*~^^»>™~™*'»*'~** e.ung naob Ad*- 2o Oder gegeben.n,,,. Ad.e, 

41 geflndert werden. 

Bis wann slnd Anderungen einzureichen? nh ™h,. oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 

.nnemalb von zwei Monaten ab der ^'-^ emgereich, wenn sie 

£ KSSSSS -US: KS ^^^S-. v'o, A**. - tech.eohen Vorberertungen tOr d,e 
international© Veroffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

eingereicht werden (Regel 46.2). 

Fal ,s ein Antrag au. Internationale vortaufige PrOfung e.ngereicht wurdeAwird, siehe unten. 
In welcher Form konnen Anderungen ecfolgen? . , a du „ h H inzufOgung einee oder mehrerer 

urrterscheidet tst ein Ersaizblatt einzureichen. 
numerieren {VenwaJtungsncht.ini en, Abschnitt 205 b)). 

D,e Ar.den.ngen s.nd In dec Sprach. abzufaaaen, In dec d.e<ntema,lona.e Anmeldung version, wlrd. 

Welche UnteHagen sind den Anderungen belzufQgen? 
Beglettschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mil einem Begleitschreiben einzureichen. 
natlonalen Anmeldungen In franzoslscher Sprache abzutassen. 
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ANMERKUNG^^U FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortse^^p) 



Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den ^^^J**^" 
a^zugeben So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der international Anmeldung anzugeben (gle.chlautende Angaben zu 
verscniedenen Anspruchen konnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert tsi, 

ii) der Anspruch gestnchen worden ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

.v) der Anspruch einen oder mehrere Anspruche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zuruckzufOhren ist. 

lm folgenden sind Belspiele angegeben, wie Anderungen lm Begleitschreiben zu erlautem slnd: 

1 rWenn anstelle von ursprungtich 46 Anspruchen nach der Anderung einiger Anspruche 51 Anspruche existieren]: 

" ^Anspruc^ 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte Anspruche gieicher Numenerung ersetzt; Anspruche 

30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefugt.* 

2 [Wenn anstelle von ursprOnglich 1 5 Anspruchen nach der Anderung aller Anspruche 1 1 Anspruche existieren]: 
•Geanderte Anspruche 1 bis 11 treten an die Stelle der Anspruche 1 bis 15. 

3 [Wenn ursprungiich 1 4 Anspruche existierten und die Anderungen darin bestehen, dafi e.n,ge Anspruche gestrichen werden und 
^c^ Anspruche 7 bis 13 gestnchen; neue Anspruche 15, 16 und 17 h.zugefOgt "Oder- An- 
5ST 7 bis 13 gestnchen, neue Anspruche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alle ubngen AnsprOche unverandert. 

4 rWenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefuhrt werden]: , , . An 

S unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 14, 1 5 und 16 dutch geanderten An- 
.^TJL^TZSLh 17 in geanderte AnsprOche 1 5, 1 6 und 1 7 unterte»lt; neue AnsprOche 20 und 21 h.nzugefugt. 

"Erklarung nach Artlkel 19(1)- (Reg* 46.4) 

Den Anderungen kann eine Erklarung beigefOgt werden, mrt der A nde^^ auf <* e 

Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die n.cht nach Artikel 1 9 (1) geandert werden kdnnen). 

Die Erklarung wird zusammen mrt der intemationaien Anmeldung und den geanderten Anspruchen veroffentticht. 
Sle ist in der Sprache abzufassen, In der die intemationaien Anmeldung veroffentllcht wlrd. 

Sie muf3 kurz gehaJten sein und darf , wenn in engiischer Sprache abgefaflt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr aJs 500 
Worter umf as sen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zw.schen den An9 ^^"^.^ n r 
eingereichten Fassung und den geanderten Anspruchen hinweist, und ersetzt 

einzureichen und in der Uberschrift aJs solche zu kennzeichnen, vorzugswe.se m.t den Worten Erklarung nach Artikel 19 (1) . 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuBerungen uber den intemationaien R ~ h *' ch ° n ^ ch * ^ 
iencht angetthrten Veroffentlichungen enthaiten. Sie darf auf im intern at.onalen ^^J^^ 

gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang m,t e.ner Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 

AuswinXungen elnes berelta gestellten Antrags aut Intematlonalevorlaufige Prufung 

1st zum Zeitounkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf Internationale vorlaufige PrOfung 
geste^t in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen , betm Intem^n aJen 

BQrc ^ucTeine Kopie der Anderungen bei der m.t der intemationaien vortaufigen Prufung beauttragen Behorde e.nre.chen (siehe 
Regel 52.2 a), erster Satz). 

Auswlrfoingen von Anderungen hlnsichtlich der Obersetzung derinternatlonalen Anmeldung belm Elntritt in die 
nationals Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in die nationale Phase moglicherweise anstatt oder zusaizlich zu der Uber- 
^XS^^B)n derlmgereichten Fassung erne Obersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewahrten Amter zu ubermitteln ist. 

Nahere Einzelheiten uber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahtten Amts sind Band II des PCT-Le,tfadens fur Anmelder 
zu entnehmen. 
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PCT • 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 

vorgehen SSSSttSSS BSfT^ 



5402P178WO HO/pd 

Internationales Akten2eichen 



PCT/EP 99/0 7049 

Anmelder ~~ ~~~~ 



Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

22/09/1999 



irnjnestes) PiteiiUaUalum ( I ag/Monat/Jahr) ' 



EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TOBINGEN et al . 



Dieser imemationaie Recherchenbericht umfaBt insgesamt 
L5J Dartiber hinausliegtihmieweils 



2. 
3. 



. Blatter. 



lis eine Kopie der in diesem Bencht genanntsn Unterlagen zum Stand 



1 • Grundlago des Berlchts 

a 



der Technik bei. 



lAJ m der rntemationalen Anmeldung in Schriflicher Fom, enthalten ist ' 

rTZf int8mati0na,Sn A " meldu "9 computertesbarer Form eingereicht worden ist 
be, der Behorde nachtragHch in schriftiicher Form eingereich, worden ist 
be. der Behorde nachbSglich in compotertesbarer Form eingereicht worden ist 
in^rnaTar^ 

SSgSSSr * " «» ^rmationen dem schhttiichen Seguen^oi, enfcprecben, 



□ 
□ 
□ 

□ 



□ 



rr che haben s,ch a,s n,cw rechefch,erij - — - « <— Few i, 

MangefndeEInheltlchkeltderErflndungfsieheFeldll). 



4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

E wird der vom Anmelder eingereichte Worflaut genehmigt. 
□ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt 



5. Hinsichtlich der Zueammenfassung 

E wi * ^ vom Anmelder eingereichte Wortaut genehmigt 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen atum A "sendung dieses intemationalen 

6. Fdgende Abb«*ng der Z^chnun^ ist mit der Zusa^menrassung zu veronentiichen: Abb. Nr - 

|_J wie vom Anmelder vorgeschlagen ' ~pZ 

□ well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat D 
U vvell diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 



keine der Abb. 
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INTERNATIONAL! 



CHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

I^^EP 99/07049 



Fekj I Bemerkungen zu 



den Ansorochen. die sich ate nicht recherohiecfrar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Gninden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbencht ersteltt: 



1 " S w«'Sch N auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nicht verpflichtet ist, namlich 

Beme Sc n h 9 au? b SS^iSShlSl fir Behandlung des menschl ichen/tierischen 
Koroe?" beileht wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete S1 ch 
aSf die angefUhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 



i Nr. 



2. I | Anspruche 



vWs* sich auf Teiie der intemafc.na.en Anme.dung beziehen, dieden vorges^riebenen Anforderungen so wenig enfsprechen, 



3 - 0 SSS. dabei um abhangige Anspruche handeit, die nicht enteprecnend Satz 2 und 3 der Rege. 6.4 a) abgefaflt sind. 

FeW || Bemerkungen b ei mangelnder Einheitlichkett der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
Die internadonale Recherchenbeh6.de ha. fesigesteHt, daB diese intemationaie Anmeidung mehrere Erfindungen enthate 



2 - □ ^tksm^ 



3 □ ssssxsssss^ 

Anspruche Nr. 



faGt 



Die 



ie zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs Q 

(-] DieZahlungzusStzlicherRecherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KUlSSIFmEHUNG DES ANMELDUNGSG. 

IPK 7 C12N15/11 C12N 



//A61P9/1 0,41/00 



i^HfrANDES 



Internationales Aktenzeichen 

PCTiSE 99/07049 



C12N15/86 A61K31/713~61K48/00 



Nach der Intemationalen Patentklaaamkalion (IPK) oder nach der nalionalen Klassfflkation und dec IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

RecherchierterMinde8(pr0fetotf (Klaasifikationsaystem und Klasaifikattonaeymbole ) 

IPK 7 C12N A61K C07K 



Recherche aber nicht rum Mindeetprufstof. g ehorende Veraffont.ichungen, soweft dlose unter die recherch^er, Gebiete tauen 
Wahrend der in«ema,tona)en Recherche .ensure aettron.sche Da»ent>ank (Nan,e dec DatenbanK und evf. ve^endete aucm^ne, 

EPO-Internal BI0SIS WPI EP0D0C PAJ NPL XPESP MEDLIN EBI EXTERNAL DATABASES STRAN 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' 



Bezeichnung 



der Veroffentlichung. eoweit erlorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



GRASSI G ET AL: "E2F1 and cyclin E 
directed ribozymes as a tool to inhibit 
smooth muscle cell proliferation after ( 
percutaneous transluminal angioplasty. 

EUROPEAN HEART JOURNAL , 
Bd. 20, August 1999 (1999-08), Seite 367 
XP000907169 
ISSN: 0195-668X 

das ganze Dokument ^ TI -™ 
& XXIST CONGRESS OF THE EUROPEAN SOCIETY 
OF CARDIOLOGY; BARCELONA, SPAIN; AUGUST 
28-SEPTEMBER 1, 1999, 

-/~ 



Betr. Anspruch Nr. 



1,2, 
23-28 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von FekJ C zu 

entnehmen — 

• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
'A- Veroffentlichuna. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht ale besondere bedeutsam anzusehen ist 
■E' arteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeidedatum veroffentlicht worden ist 
n ■ VeroffentlJchurrcj die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheir*^^^ 

SdSTta r&chenberichtgenannten ^^W^™^ 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tat (wte 

'O' Vel^tentiichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eTe Benutzung. eine Ausstellung oder andere M°®^™*^^ h 

'P" Veroffentlichung. die vor dem intern abonater. Ar^eidedatum, aber nach 
dem bea nspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 

Datum dee Abschlusses der intemationalen Recherche 

22. Mai 2000 

j Name und Postanechrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaischee Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 

Formblatt PCTASA/21 O (Blatt 2) (Jull 1992) 



Stehe Anhang Patentfamilie 



Soatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeidedatum 
S ^^TrSsdatu 9 m ver6ffentlicht worden istund £»*r 
Anmeldung nicht koilidiert, sondem nur zum Verstan^ n ^f^ nden 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzipe oder der ihr zugrundeHegenden 
Theorie angegeben ist | 
■X- Veroffentlichung von besonderer BedeuUing; die ^|?^^ E ^ , J dunfl 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oderaut 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet warden 
■Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: cH e bear^mc^te Erfindung 
kann nicht ale auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren ^anderen 
VerftenJIchungen dieser Kategorie in Verb ndung , gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Mtt glied derselben Patentfamilie ist 
Absendedatum dee internationaien Recherche n benefits 

13/06/2000 

Bevollmachtigter Bediensteter 



Andres, S 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Kategorie- | B«afe*nun 8 dec Ve^ 



Internationales AWenwlchen 

PCl^tt 99/07049 



I Betr. Anspruch Nr. 



GRASSI, G. ETAL.: "Growth inhibition of 
smooth muscle cells from human coronary 
plaque tissues by hammerhead ribozymes" 
PATHOLOGY RESEARCH AND PRACTICE. 
Bd. 194, 1998, Seite 267 XP000910797 
ISSN: 0344-0338 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 97 10334 A (IMMUS0L INC) 
20. Marz 1997 (1997-03-20) 
Zusammenfassung; Beispiele 

OH TAN I K. ET AL.: "Regulation of the 
myelin E gene by transcription factor 

PR0C NATL ACAD SCI U S A 92(26) : 12146-50 
Dezember 1995 (1995-12), XP002138279 
in der Anmeldung erwahnt 

WEI GL. ETAL.: "Temporally and spatially 
coordinated expression of cell cycle 
regulatory factors after angioplasty " 
CIRC RES 1997 MAR; 80(3): 418-26, 
XP000907020 

GRASSI , M. ET AL: "Modeling of the in 
vitro hammerhead ribozymes reaction 
kinetics" 

BI0°ACT 26 M T A H TER NT - C ° NTR ° LLED RELEA$E 

XP J ^i58280 (19 ' 9 -° 7) ' Se1t6n 62 " 63 ' 



1,2, 
23-28 



1,2,12, 
13,23-28 



Foimblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Jull 1992) 



Seite 2 von 2 




Internationales AktenzeichenPCTyEP 99 07049 



WE1TERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestel It, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-2,12-13,23-28 (alle teilweise) und Anspruche 3-8, 
14-19 



Katalytische RNA-Molekule die gegen Cyclin E mRNAs gerichtet 
sind, Vektoren, Kits und Suzammensetzungen die sie enthalten 
und deren Verwendung zur inhibierung von Restenose. 



2. Anspruche: 1-2,12-13, 

23-28 (alle teilweise) und Anspruche 9-11,20-22 



Katalytische RNA-Molekule die gegen E2F1 mRNAs gerichtet 
sind, Vektoren, Kits und Suzammensetzungen die sie enthalten 
und deren Verwendung zur inhibierung von Restenose. 



INTERNATIONAI 



ECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

.PCT/EP 99/07049 



Feld I 



Rsmerfcunaen zu den AnsprOchen, die sich ate nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstelrt: 

Obwohl AnsDruch 28 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menscMichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grQndete sich auf die angefShrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 



2. | | Anspruche Nr. 



wei.sie sich auf Teile der international Anmeldung beziehen, ^SS^ST" Anfontenjngen 80 ™* 9frts P rechen ' 



* 0 dtf* urn abhangige Anspruche handelt, die nich, entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 

Feld II Bemerkungen bei mang elnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
Die intemationaie Recherchenbehorde hat festgestelft, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthafc 

siehe Zusatzblatt 



I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I I intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



intemationale 
Anspruche Nr. 



faBt 



Bemertcungen h.ns.chf.ch e.nes Widerspruche Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom AnmeKer unter Widerspruch gezanft 

[ — | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1 ))(Juli 1998) 



INTERNAT10NALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichungen. die zur selbon Patenrtamilie gehoren 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Paten tdokument 

WO 9710334 A 




Internationale* Aktenzeichen 

PP.TZ£P 99/07049 



_itum der 
iffenMichung 



Mitglied(er) dor 
Patentfamilie 



Datum der 
Ver&ffentlichung 



20-03-1997 



US 
EP 
JP 



5834440 A 
0850301 A 
11514855 T 



10-11-1998 
01-07-1998 
21-12-1999 



Fort*!*! PCT/ISA/210 (Anhang PaarttamileHJul 1992) 



Absender: 



INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

MIT DER INTERNAT^P_EN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



WITTE, WELLER, GAHLERT, OTTEN 
STEIL, LINDNER, HEUCKEROTH 
Postfach 10 54 62 
D-70047 Stuttgart 
ALLEMAGNE 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONAL^ VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 
(Regel 71.1 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5402 P 178 WO HO/pd " 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



28.12.2001 



WICHTTGE MITTEJLUNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07049 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/09/1999 ^ 



Anmelder 

EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN et al. 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/09/1999^ 



gegebenenfalls mit den dazugehdrigen Anlagen, ubermittelt. rrurungsDencht, 
4. ERINNERUNG 

r^Sr^ZS^ ^ Erf " * — - Band „ 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juii 1992) 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Faux, K 

Tel. +49 89 2399-8062 



^7 



VERTRAG UBER ME INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM 

^iEBIET DES PATENTWEsPfe 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5402P178WO HO/pd 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07049 
Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder r rationale Klassifikation und IPK 
C12N15/11 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/09/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/09/1999 



Anmelder 

PRFRHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN et al. 



r-^^r na»iona.e voriaufige Prufung sbericht wurde von der mit d^nternationa.en vor.aufigen Prufung beauftragten 
' Se erstellt und wird dem Anmelder gemafB Artikel 36 Gberm-ttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 
□ AuBerdem.iegendemBenchtAN^ 



Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 

K^e Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerb.lche Anwendbarkeit 
Manqelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 



10/11/2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

N Europaisches Patentamt 

/flU D-80298 Munchen 

Jg// T el. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
28.12.2001 

Bevoilmachtigter Bediensteter 
Strobel, A 

Tel. Nr. +49 89 2399 7362 




Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VOR 
PRUFUNGSBERICHT 



UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 



I. Grundlage des Berichts 
Beschreibung, Seiten: 



1-14 



ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

^28 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2 _2/2 ursprungliche Fassung 



Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-8, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandtei.e standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. warden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffent.ichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen voriaufigen Prufung e.ngere.cht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ,st. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ,st. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ,st. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erlassten Informationen dem schriftlichen 



□ 
□ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Jul 1998) 



INTERNATIONALER VO 
PRUFUNGSBERICHT 




UFIGER 



• 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde iiber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaften, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1. Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, da(B das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfuilt ist, und hat 

gemafS Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, da3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfuilt ist 

□ aus folgenden Grunden nicht erfuilt ist: 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

El alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER VOF^^UFIGER 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenze.chen PCT/EP99/07049 



V Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unter.agen und Erklarungen zur Stutzung d.eser Feststellung 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



3-22, 25 
1, 2, 23, 24 

14-22 

1-13, 23-28 
1-27 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Belblatt 



VIII Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage , ob die Anspruche 
fn vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken. 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIH. Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VOTLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Anforderung von Regel 13.1 PCT nach 
Einheitlichkeit der Erfindung. Siehe auch International Recherchenbericht, Formblatt 
210. Folgende zwei Gruppen von Erfindungen wurden identifiziert: 

Gruppe 1: Anspruche 1 , 2, 12, 13, 23-28 (alle teilweise) und Anspruche 3-8 und 
14-19: Katalytische RN gegen Kuchlein E MR A 

Gruppe 2: Anspruche 1,2,12,13, 23-28 (alle teilweise) und Anspruche 9-1 1 und 
20-22: Katalytische RN gegen Kuchlein E2F1 MR A 

Regel 13.2 PCT stellt War, daB bei einer beanspruchten Gruppe von Erfindungen nur 
dann das Erfordernis der Einheitlichkeit erfullt ist, wenn zwischen diesen Erfindungen 
ein technischer Zusammenhang besteht, der in einem oder mehreren gleichen oder 
entsprechenden besonderen technischen Merkmalen zum Ausdruck kommt. Unter dem 
Begriff "besondere technische Merkmale" sind diejenigen technischen Merkmale zu 
verstehen, die einen Beitrag jeder beanspruchten Erfindung als Ganzes zum Stand der 
Technik darstellen. Das gemeinsame technische Merkmal beider Gruppen ist der 
katalytische Bereich zwischen beiden Bindungsarmen. Entscheidend fur die Aktivitat 
dieses Bereichs sind die konservierten Basen, die damit das wesentliche Merkmal des 
katalytischen Bereichs darstellen. Dies ist im Stand der Technik bekannt (D3 etwa 
beschreibt katalytische Bereiche von Hammerkopf-RN, die dieselben konservierten 
Basen enthalten wie in den SEQ ID no: 19-21 und Abbildung 1 der vorliegenden 
Anmeldung angegeben). Deshalb sind die SEQ ID No:19-21 keine besonderen 
gemeinsamen technischen Merkmale. 

Angesichts der unter V. erhobenen Einwande erfolgt zum jetzigen Zeitpunkt kein 
Einheitlichkeitseinwand. Die Anmelder werden jedoch darauf hingewiesen, daB ein 
Einheitlichkeitseinwand beim Eintritt in die regionale Phase erhoben werden konnte. 

Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VoKaUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 
PRUFUNGSBERICHT - BE1BLATT 



Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 

DV GRASSIGETAL: EUROPEAN HEART JOURNAL, Bd. 20, August 1999 
(1999-08) Seite 367 XP000907169 ISSN: 0195-668X & XXIST CONGRESS OF 
THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY;BARCELONA, SPAIN; AUGUST 
28-SEPTEMBER 1, 1999, 

D2: GRASSI, G. ET AL: PATHOLOGY RESEARCH AND PRACTICE., Bd. 194, 
1998, Seite 267 XP000910797 ISSN: 0344-0338 in der Anmeldung erwahnt 
D3: WO 97 10334 A 

1. Neuheit der Anspriiche 1, 2, 23 und 24 (Artikel 33(2) PCT) 

D1 und D2 stellen die Veroffentlichung der vorliegenden Anmeldung dar, ohne 
allerdings die beanspruchten Sequenzen zu offenbaren. D1 und D2 beschreiben 
katalytische Hammerkopf-RN, die gegen CyclinE oder E2F1 MRA gerichtet s.nd 
und besagte MRA ortsspezifisch spalten. D1 offenbart auBerdem optimierte 
Langen der beiden Bindungsarme. Es ist dabei allgemeines Fachwissen, da8 
Hammerkopf-RN zwei Bindungsarme (welche die Bindungspezifitat an spezielle 
MRA Molekule vermitteln) und eine dazwischen liegende katalytische Domane 
aufweisen. 

D1 und D2 nehmen damit die Neuheit des Anspruchs 1 vorweg. D1 zerstort 
auBerdem die Neuheit des Anspruchs 2. 

D2 offenbart adenoviral Vektoren, die zur starken Expression besagter 
Ribozyme in glatten Muskelzellen dienen. Damit nimmt D2 die Neuheit der 
Anspriiche 23 und 24 (die sich u.a. auf Anspriiche 1 und 2 beziehen) vorweg. 

2 Erf inderische Tatigkeit der Anspriiche 1 2, 1 3 und 25-28 

Anspriiche 12 und 13 beziehen sich u.a. auf Anspruch 2. Da, wie unter Punkt IV 
dargelegt, eine spezifische Sequenz eines katalytischen Bereichs eines 
Hammerkopf-Ribozyms keine erfinderische Tatigkeit gegenuber dem Stand der 
Technik betreffend diese katalytischen Bereiche aufweist (essentiell sind nur die 
konservierten Basen am 5 1 und S'-Ende des katalytischen Bereichs, und die s.nd 
bekannt, z.B. D3), sind Anspriiche 12 und 1 3 offensichtlich (Nichterfiillung von 
Artikel 33(3) PCT). 

D1 und D2 beschreiben die Verwendung der gegen Kuchlein E und E2F1 MRA 
katalytisch aktiven Hammerkopf-RN in der Gentherapie der Restenose. Damit 
sind Anspriiche 25-28 offensichtlich. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER V^AUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07049 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT . 

3 Erf inderische Tatigkeit der Anspruche 3-1 3 und 23-28 

Besagte Anspruche beziehen sich auf RN-Molekule, die Bindungsarme nach den 
SEQ ID Nos:1-18 aufweisen oder eine Sequenz, die an eine an e.ne der SEQ 
ID Nos-1-18 bindende Sequenz blndet. Alles bindet an alles unter 
unspezifischen Bedingungen und ohne Angabe von Sequenzspezffitaten. Da 
weder die Bedingungen der Bindung angegeben sind noch die beanspruchten 
RN-Molekule durch ein technisches Merkmal definiert sind, s.nd besagte 
Anspruche im Licht von D1 und D2 offensichtlich (Artikel 33(3) PCT). 

4 Erfinderische Tatigkeit der Anspruche 14-22 

D1 und D2 als nachster Stand der Technik legt nicht die spezifischen R.bozyme 
der Anspruche 14-22 nahe. Besagte Ribozyme sind gegeniiber den Substraten 
CyclinE/E2F1 katalytisch aktiv (s. Tabelle 1). Der Gegenstand besagter 
Anspruche ist damit nicht offensichtlich (Artikel 33(3) PCT). 

5 Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande des vorliegenden Anspruchs 
28 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten ke.ne 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung genchtet 
sind nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zu- 
gelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmal.gen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung genchtet 
sind. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Aus den unter V.3 angefiihrten Grunden sind Anspruche 3-13 und 23-28 unklar 
(Artikel 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



JATENT COOPERATION TREAT 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
5402P178WO HO/pd 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Fo rm PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EP99/07049 


International filing date (day/month/year) 
22 September 1999 (22.09.99) 


Priority date (day/month/year) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C12N 15/11,9/00, 15/86, A6 IK 3 1/713, 48/00, A61P 9/10, 41/00 


Applicant EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of . 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;^ 
citations and explanations supporting such statement - 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application--^- - 
Certain observations on the international application 



I 


LXJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 


IEI 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand j 
1 0 November 2000 (10.11 .00) 


Date of completion of this report 

28 December 2001 (28.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PREL 



Y EXAMINATION REPORT 



Inte^^ic 



ional application No. 

PCT/EP99/07049 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

pages . 

pages . . 



1-14 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-28 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/2-2/2 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages __ 

pages 

pages ^ 



1-8 



, as originally filed 

_ t filed with the demand 



, filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Aese elements were available or furnished to this Authority in the following language which is 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
| | t he language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

I 3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 
contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. - - 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. ,. — 

The statement that the information recorded in computerize form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages 

j | the claims, Nos. . , 

I | the drawings, sheets/fig 



1—1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
| 5. | — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article ^J^ ff^ \° 
Z this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
, and 70 J 7). 

\+*Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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IV. Lack of unity of invention 



1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
| | restricted the claims. 
j | paid additional fees. 
j" | paid additional fees under protest. 
| | neither restricted nor paid additional fees. 

□ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 
not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
L~] complied with. 

| | not complied with for the following reasons: 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

I | the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

I (To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



I Continuation of: BOX IV. 



Lack of unity of invention 

The present application does not meet the 
requirements for unity of invention of PCT Rule 
13.1; see also the international search report, 
Form 210. The following two groups of inventions 
were identified: 

Group 1: Claims 1, 2, 12, 13, 23-28 (all in part) 
and Claims 3-8 and 14-19: catalytic RN 
against cyclin E MRA; 

Group 2: Claims 1, 2, 12, 13, 23-28 (all in part) 
and Claims 9-11 and 20-22: catalytic RN 
against cyclin E2F1 MRA. 



PCT Rule 13.2 states clearly that a claimed group 
of inventions satisfies the requirement for unity 
of invention only if there is a technical 
relationship among those inventions involving one 
or more of the same or corresponding special 
technical features. The expression "special 
technical features" mean^hose technical features 
that define a contribution which each of the 
claimed inventions, considered as a whole, makes 
over the prior art. The common technical feature 
of the above two groups is the catalytic region 
between the two bonding arms. The conserved bases 
are crucial to the activity of said region and are 
therefore an essential feature of the catalytic 
region. This fact is known from the prior art (D3, 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: B O X IV. 



for example, describes catalytic regions of 
hammerhead RN, said regions containing the same 
conserved bases as indicated in SEQ ID NOs : 19-21 
and Figure 1 of the present application) . 
Consequently, SEQ ID NOs: 19-21 are not common 
special technical features. 



In view of the objections raised under Box V, no 
objection is currently made regarding a lack of 
unity of invention. The applicant is nevertheless 
reminded that such an objection could be raised 
upon entry into the regional phase. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




1 . Statement 

?S YES 1 
NnvelrvfNh Claims J * J 

Claims 1, 2, 23, 24 NO 

14-22 YES 
Inventive step (IS) Claims . 

Claims nu 

1 ~ 2 7 

InHnctrial applicability (1A^ Claims YES 

Claims NO 




2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: GRASSI G ET AL : EUROPEAN HEART JOURNAL, Vol. 20, 
August 1999 (1999-08), page 367 XP000907169 
ISSN: 0195-668X 6 XXIST CONGRESS OF THE EUROPEAN 
SOCIETY OF CARDIOLOGY; BARCELONA, SPAIN; 
AUGUST 28 - SEPTEMBER 1 1999 

D2: GRASSI G. ET AL . : PATHOLOGY RESEARCH AND 

PRACTICE., Vol. 194, 1998, page 267 XP000910797 
ISSN: 0344-0338, cited in the application 

D3: WO-A-97/10334 . 

1. Novelty of Claims 1, 2, 23 and 24 (PCT Article 
33(2) ) 

Dl and D2 correspond to the disclosure of the , 
present application without, however, disclosing the 
claimed sequences. Dl and D2 describe catalytic 
hammerhead RN which are directed against cyclin E or 
E2F1 MRA and cleave said MRA at a specific point. 
Dl also discloses optimum lengths for the two 
bonding arms. It is general technical knowledge 
that hammerhead RN have two bonding arms (which 
establish the bonding specificity to special MRA 
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mo 



lecules) and a catalytic region therebetween. 



Dl and D2 therefore anticipate the novelty of 
Claim 1. Dl also anticipates the novelty of 
Claim 2 . 

D2 discloses adenoviral vectors which are used for 



the powerful expression 



of said ribozymes in smooth 



muscular cells. D2 therefore anticipates the 
novelty of Claims 23 and 24 (which refer, inter 
alia, to Claims 1 and 2) . 

Inventive step of Claims 12, 13 and 25-28 

Claims 12 and 13 refer, inter alia, to Claim 2. 
Since, as specified under Box IV, a specific 
sequence of a catalytic region of a hammerhead 
ribozyme does not involve an inventive step in 
relation to the prior art concerning these catalytic 
regions (essentially only the conserved bases at the 
5' and the 3' end of the catalytic region are known; 
see, for example D3), Claims 12 and 13 are obvious 
(PCT Article 33(3) is not satisfied). 

Dl and D2 describe the use of catalytically active 
hammerhead RN against cyclin Er and E2F1 MRA in 
restenosis gene therapy, "claims 25-28 are therefore 
obvious . 

Inventive step of Claims 3-13 and 23-28 



The above claims relate to RN molecules that have 
bonding arms according to SEQ ID NOs : 1-18 or a 
sequence that bonds to one of the sequences that 
bonds to SEQ ID NOs: 1-18. Everything bonds to 
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everything under non-specific conditions and without 
indicating sequence specificities. Since the 
bonding conditions are not specified and the claimed 
RN molecules are not defined in terms of a technical 
feature, the above claims are obvious in the light 
of Dl and D2 (PCT Article 33(3)). 



Inventive step of Claims 14-22 

Dl and D2 as the closest prior art do not suggest 
the specific ribozymes of Claims 14-22. Said 
ribozymes are catalytically active in relation to 
the substrates cyclin E/E2F1 (see Table 1). The 
subject matter of the above claims is therefore non- 
obvious (PCT Article 33(3)). 



The PCT Contracting States do not have uniform 
criteria for assessing the industrial applicability 
of Claim 28 in its present form. Patentability may 
depend on the wording of the claims. The EPO, for 
example, does not recognise the industrial 
applicability of claims to the medical use of a 
compound; it does, however, allow claims to the 
first medical use of a known compound or to the use 
of such a compound in the manufacture of a drug for 
a new medical application. — 
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nil. Certain observations on the international application 



fhe following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claims 3-13 and 23-28 are unclear for the reasons 
specified in Box V, point 3 (PCT Article 6) . 
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